\ 



19) REPUBLIQUE FRANCAISE 



INSTITUT NATIONAL 
DE LA PROPRIETE INDUSTRIELLE 



PARIS 



^j) N° de publication : 

(& n'utiliser que pour les 
commandes de reproduction) 

(gj) N° d'enregistrement national 



2 746 313 
96 03579 



(§2) Int CI 6 : A 61 K 31/40 // (A 61 K 31/40. 38:28) 



© 



DEMANDE DE BREVET D'INVENTION 



A1 



2) Date de depot : 22.03.96. 
(go) Priorite : 



(43) Date de la mise a disposition du public de la 
^ demande : 26.09.97 Bulletin 97/39. 

(56) Liste des documents cites dans le rapport de 
recherche preliminaire : Se reporter a la fin du 
present fascicule. 

(go) References a d'autres documents nationaux 
apparentes : 



(7l) Demandeur(s) : ADIR ET COMPAGNIE — FR. 



(72) Inventeur(s) : BIZOT ESPIARD JEAN GUY. 

w DELAGRANGE PHILIPPE. GUARDIOLA LEMAITRE 
BEATRICE. VANHOUTTE PAUL MICHEL. CIPOLLA 
NETO JOSE. NAGAI KATSUYA et PENICAUD LUC. 



©Titulaire(s) 



(74) Mandataire 



[54) UTILISATION DE LA MELATONINE ET DES LIGANDS MELATONIN ERGIQUES POUR L'OBTENTION DE 
w COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES DESTINEES A LA PREVENTION ET AU TRAITEMENT DU DIABETE ET 
DES COMPLICATIONS DIABETIQUES. 

(§7) Utilisation de la melatonine et des ligands melatoniner- 
gi?jues pour I'obtention de compositions pharmaceutiques 
destinees a la prevention et au traitement du diabete et des 
complications diabetiques. 



CO 

CO 
CO 

CM 
0C 



mil mi 1111 mil mi mi inn 



BNSDOCID: <FR 274631 3A1_I_> 



f 



" 1 " ^ 2746313 



(.'invention conceme I'utilisation de la melatonine et des ligands m6latoninergiques 
pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinees a la prevention et au traitement 
du diabete insulino-d6pendant de type I, du diabete non insulino-d6pendant de type II, et des 
complications diab£tiques. 

5 De nombreux analogues de la melatonine (5-m6thoxy N-ac6tyl tryptamine), 

hormone secretde par la glande pin6ale, ont ete d6crits dans des brevets. Certains 6voquent 
I'utilisation d'analogues de la melatonine pour le traitement du diabete, et citent k cet effet 
Clinical Endocrinology, 1986, vol 24, pp 359*364. Pourtant cet article a seulement trait k la 
diminution de la secr6tion de la melatonine due k I'atteinte des fibres nerveuses 
10 sympathiques issues des ganglions c6rebraux superieurs lors de complications 
neurologiques du diab&te. En aucune fa9on n'est etudte I'effet de radministration de 
melatonine ou de ses analogues sur le diabete. Seul un traitement palliatif de la carence en 
melatonine indurte par les neuropathies serait envisageable par I'homme du m6tier k la 
lecture de cette publication. 

15 Au contraire, il apparalt k I'homme du metier, au vu de P6tat de la technique, que la 

melatonine pourrait Stre diab6togene. 

Certaines donnees de la litterature suggferent que I'activite accrue de la glande 
pineale entrainerait des diabetes. En effet, on a observe que le d6clenchement des diabdtes 
insulino-dependants 6tait plus important pendant les mois cfhiver et k la pubertt, quand les 
20 niveaux de melatonine sont plus eleves (Diabetes Research, 1987, vol 5, pp 83-87). 

Diverses experiences ont 6t6 r£alisees pour etudier le rdle de la rn6latonine sur la 
concentration de glucose plasmatique et sur la secretion d'insuline. 

La liberation d'insuline par les Tlots de Langerhans isoles in vitro a 6t6 mesurte : 
certains auteurs n'ont trouv6 aucun effet de la melatonine (Endocrinology, 1972, vol 91, pp 
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809-816), tandis que cfautres ont montre Taction inhibitrice de la melatonins sur la secretion 
d'insuline (Hormone research, 1974, vol 5, pp 21-28). 

La demanderesse a decouvert au contra ire que, de manifere surprenante, la 
melatonine et les ligands agissant sur le systems meiatoninergique etaient utiles dans le 
5 traitement du cfiab&te et de ses complications, lis pouvaient notamment potentiaRser 
fortement Taction de Tinsuline ou stimuler sa liberation. 

La melatonine et les ligands melatoninergiques s'avferent done de bons cancfidats 
pour le traitement du diabete. 

Un mauvats contrdle de la glycemie entraine des complications souvent trfcs graves. 
10 La melatonine et les ligands melatoninergiques favorisent le contrdle de la glycemie. lis sort 
done egalement tr6s utiles dans la prevention ou le traitement des complications 
diabetiques. 

En particulier, ils sont utiles dans la prevention ou le traitement des complications 
diabetiques vasculaires, comme Tarterite des membres inferieurs, Tatteinte coronarienne, 
15 l'atheroscJ6rose, Tinsuffisance cardiaque, Thypertension arterielle, et Tarterioscieriose, en 
particulier Tart6riosclerose c6r§brale. 

Ils sont egalement utiles dans la prevention ou le traitement des complications 
diabetiques metaboliques comme Tacidocetose diabetique, le coma hyperosmotaire 
hyperglycemique non cetosique et i'acidose lactique. 

20 lis sont egalement utiles dans la prevention ou le traitement des complications 

diabetiques oculaires, comme les retinopathies diabetiques, les atteintes du nerf optique et 
le glaucome n6ovasculaire, les atteintes de la chambre anterieure, et les atteintes du 
cristallin, en particulier la cataracte. 

lis sont en outre utiles dans la prevention ou le traitement des complications 
25 diabetiques r6nales, comme la nephropathie glomerulaire, la glom6rulopathie, les infections 
urinaires Ii6es k une nephropathie interstitielle, la necrose papillaire, Tinsuffisance r6nale. 

lis sont par ailleurs utiles dans la prevention ou le traitement des complications 
diabetiques neurologiques, comme les neuropathies diabetiques, en particufier les 
polyn6vrites, les mononevrites, les multin6vrites, la neuropathic vegetative et les troubles 
30 trophiques, comme le probieme du pied diabetique. 
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Us sont enfin utiles dans la prevention ou le traitement des complications cutan6es 
du diabete, comma le prurit, tes bouffees vaso-motrices, la dermopathie dtab^ttque, la 
necrobiose lipoTdtque, la bullose diab6tique t le granulome annulaire, les infections cutan6es 
bact6riennes et les mycoses associges au diabete. 

5 L'invention conceme done 1'utilisation de la m6latonine et des ligands 

melatoninergiques pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinies k la 
prevention et au traitement du diabete insulino-dependant de type I, du diabfcte non insufino- 
dependant de type II, et des complications diabetiques. 

Plus particulierement l'invention conceme I'utilisation, pour I'obtention de compositions 
1 0 pharmaceutiques destinees a la prevention et au traitement du diab&te et des complications 
diabetiques, des ligands m6latoninergiques de formule (I) qui sont : 

la melatonine 

et les ligands melatoninergiques 
• de formule (l/a) : 



15 




dans laquelle R et A sont tels que d6crits dans EP 447285, 
• de formule (l/b) : 



R 



A 



(l/b) 



dans laquelle R. X, A, B et p sont tels que definis dans EP 506539. 
20 • de formule (l/c) : 

CH,CH 2 -N-C-NH-R 2 

R, X (l/c) 

dans laquelle R, R,, X et R 2 sont tels que definis dans EP 530087 
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• de fomnule (l/d) : 

V* 

At* - CH 2 CH r N - R, (l/d) 
dans laquelle Ar\ R 2 et R t sont tels que d6finis dans EP 527687, 



• de fonmule (l/e) : 




dans laquelle R, Ri, R 2 et R 3 sont tels que definis dans EP 562956, 
• de fomnule (l/f) : 




(I/O 



dans laquelle R 1t R 2 , R 3 , R4. Rs et R* sont tels que definis dans EP 591057 f 
10 • ou de fomnule (l/g) : 



R 




* 3 



dans laquelle R, R 1f R 2 , R 3 et X sont tels que definis dans EP 662471 . 

les brevets ou demandes de brevets cit6s ci-dessus 6tant incorpores par r6f6rence. 

Linvention conceme 6galement ('utilisation, pour I'obtention de compositions 
1 5 pharmaceutiques destinies k la pr6vention et au traitement du diabfete et des complications 
diab6tiques, d'autres ligands m6latoninergtques que ceux contenus dans les formuies (l/a) & 
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(l/g) telles que d6finis ci-dessus. Par exemple, invention conceme ('utilisation pour 
I'obtention de compositions pharmaceutiques destinees k la prevention et au traitement du 
diabete et des complications diabetiques, des composes ctecrits dans les documents 
suivants : WO 9525514, FR 2718964, WO 9529173, WO 9517405, EP 656209, EP 655243, 
5 US 5403851, WO 9412475, WO 9500478, US 5300481, EP 585206, US 5196435, EP 
513702, EP 420064, WO 9206955, EP 483077 et EP 641565, WO 9100095, WO 9014084, 
WO 8904659, EP 305194, EP 300630, WO 8807367, EP 281242, WO 8700432, US 
4614807, EP 106813, FR 2455037, FR 2329274, SU 445661, US 5314908, US 5283343. 
US 5206377, US 5093352, WO 8901472, GB 2192001, FR 2718445, WO 9527712, WO 
1 0 941 6692 et EP 578620. 

La pr6sente invention conceme egalement I'utilisation de la melatonine et des 
ligands melatoninergiques, en association avec de I'tnsuline, pour I'obtention de 
compositions pharmaceutiques destinees a la prevention et au traitement du diabete et des 
complications diabetiques. 

15 Plus particulierement, cette invention conceme I'utilisation des ligands 

melatoninergiques de formules (l/a) a (l/g) telles que decrites precedemment, en association 
avec de I'insuline, pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinees k la 
prevention et au traitement du diabete et des complications diabetiques. 

Uinvention conceme egalement ('utilisation de la melatonine et des ligands 
20 melatoninergiques en association avec des principes actifs antidiabetiques, notamment les 
composes de la famille des sulfamides ou de la famille des biguanides, pour I'obtention de 
compositions pharmaceutiques destinees a la prevention et au traitement du diabete et des 
complications diabetiques. 

En particulier la presente invention conceme I'utilisation des ligands 
25 melatoninergiques de formules (l/a) a (l/g) telles que definies precedemment, en association 
avec des principes actifs antidiabetiques, notamment les composes de la famille des 
sulfamides ou de la famille des biguanides, pour I'obtention de compositions 
pharmaceutiques destinies a la prevention et au traitement du diabete et des complications 
diabetiques. 

30 Uinvention s'etend egalement aux compositions pharmaceutiques contenant de la 

melatonine ou un ou plusieurs ligands melatoninergiques en combinaison avec un ou 
plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables, utiles dans la prevention et le 
traitement du diabete et des complications diabetiques. 
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(.'invention s'6tend ainsi aux compositions pharmaceutiques contenant un ligand 
m6latoninergique de formulas (l/a) a (l/g), telles que d6finies pr£c6demment, en 
combinaison avec un ou plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables, utiles dans 
la prevention et le traitement du diabete et des complications diabetiques. 

5 ^invention concerne aussi les compositions pharmaceutiques contenant de la 

melatonine ou un ou plusieurs ligands melatoninergiques, en association avec de PinsuBne, 
combines avec un ou plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables, utiles dans la 
prevention et le traitement du diabete et des complications diab6tiques. 

En particulier, Pinvention concerne les compositions pharmaceutiques contenant un 
10. ou plusieurs ligands melatoninergiques de formules (l/a) & (l/g) telles que d6crites 
precedemment, en association avec de llnsuline, combin6s avec un ou plusieurs excipients 
pharmaceutiquement acceptables. 

L'invention concerne egalement les compositions pharmaceutiques contenant de la 
melatonine ou un ou plusieurs ligands melatoninergiques, par exempie les Bgands 
15 melatoninergiques de formules (l/a) & (l/g) telles que definies ci-dessus, en association avec 
un ou plusieurs prinicipes actifs antidiabetiques, notamment en association avec un ou 
plusieurs composes de la famille des sulfamides ou de la famille des biguanides, utiles dans 
la prevention et le traitement du diabete et des complications diabetiques, combines avec un 
ou plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables. 

20 Parmi les compositions pharmaceutiques selon ^invention, on pourra crter, phis 

particulierement celles qui conviennent pour I'administration orale, parenteral, nasale, per 
ou transcutanee, rectale, pertinguale, oculaire ou respiratoire et notamment les comprim6s 
simples ou drag&ftes, les comprimes sublinguaux, les sachets, les paquets, les g6lules, les 
glossettes, les tablettes, les suppositoires, les crfemes. les pommades, les gels dermiques, 

25 et les ampoules buvables ou injectables. 

La posologie varie selon le sexe, rage et le poids du patient, la vote 
d'administration, la nature de Indication th6rapeutique, ou des traitements 6ventuellement 
associes et s*6chelonne entre 0,1 mg et 1 g par 24 heures en 1 ou 2 prises, plus 
particulierement entre 1 & 100 mg, par exemple entre 1 £ 10 mg. 

30 II est connu que Tinsulinoresistance, notamment dans le diabete de type II, se 

traduit par une alteration de Tefficacite biologique de I'insuline (Kahn CR et al. In 
Pathogenesis of non-insulin dependent diabetes mellitus Grill V. and Effendic S. (Eds) New 
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York, Raven Press (1988) pp 227-239 et Reaven G.M. et al. Diabetes 1993, 42, pp 1324- 
1332), entrainant notamment une baisse de I'effet stimulant de I'insuline sur la captation et 
I'utilisation du glucose dans les tissus peripheriques insulino-sensibles (Beck-Nielsen H. In 
the Diabetes Annual /4 Alberti KGGM and Knall LP. (eds). North Holland, Amsterdam, 
5 Elsevier Science (1 988), pp 565-91 ). 

II est 6galement connu que la regulation de la glyc6mie dans les concfitions 
physiologiques normales met en jeu la captation du glucose par les cellules des tissus 
periph6riques, en particulier le muscle squelettique. En effet, celui-ci parbdpe de plus de 
80 % a la captation de glucose dans les tissus, com me I'ont montre des experiences de 
1 0 clamp euglycemique hyperinsulinemique chez I'homme non diabetique. 

En outre, le muscle squelettique est considere comme le site majeur de la 
resistance a I'insuline chez le patient atteint de diabete de type I (Am. J. Physiol. 1993, vol 
264, n°5, parte 1 , pp E756-E762), ou de diabete de type II (J. Clin. Invest. 1993, vol 92, n°1, 
pp 486-494). 



15 La demanderesse a presentement decouvert que la m£latonine et des 

melatoninergiques agissaient comme modulateur de la glyc6mie (exemple A), notamment 
par le biais de I'augmentation du nombre de transporteurs de glucose Glut 4 sur les 
membranes du muscle squelettique (exemple B). 

Des etudes in vivo et in vitro ont confirme I'utilite de la melatonine et de ses analogues. 



20 EXEMPLE A : TEST PE TOLERANCE A L INSUUNE 

Des rats males Wistar ag6s de 4 semaines, places en cycle 12-12 (altemance de 12h de 
lumiere - 12h (fobscurite), sont anesthesies a 9h, soit 2h aprfes le d6but de la p6riode 
lumtneuse (CT 2). 

Un prelevement est realise par I'artfere caudale afin d'6valuer la glycemie et rinsuKn6mie 
25 basales. 

Une charge en insuline (0,025 U/100 g) est injectee au rat et des Schantillons de sang sont 
recueillis a 0, 5, 15, 30, 45 et 60 minutes aprfes Tinjection pour determiner les concentrations 
plasmatiques en glucose. 
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Les composes utilises selon I'invention testes par voie intrap6riton6ale 30 minutes avant la 
charge en insuiine, provoquent une baisse de la glyc6mie plus importante que celle 
enregistrde chez les rats controle, qui n'ont pas re<?u d'injection des composes utilises selon 
Tinvention. 

5 Les composes utilises selon Tinvention renforcent done Taction hypoglyc6miante de 
Tinsuline. A ce titre, ite sont utiles pour le traitement des pathologies diab6tiques. 



EXEMPLE B : ETUDE DE LA POPULATION DE TRANSPORTEURS DE G LUCOSE 
GLUT 4 DANS LE MUSCLE SQUELETT1QUE 

Le transport de glucose dans la cellule est realist par diffusion facilitee par une famille de 
1 0 transporteurs. Parmi ceux-ri, Glut 4, transporter present dans les tissus insulino-sensibtes 
comme le muscle squelettique, permet une entree de glucose proportionnelle & finsulindmie. 

La mesure de la population de transporteurs Glut 4 est effectuee sur le muscle squelettique 
de rats contrdle et de rats pin6alectomises, par une experience classique de Western Blot 

Anticorps anti-Glut 4 : 

1 5 L anticorps utilise est un serum polyclonal de lapin. Celui-ci a 6te produit par Tinjection de 
transporteurs de glucose synthetiques a des lapins blancs de Nouvelle-Zelande mdles. 

Preparation des membranes : 

Du tissu musculaire d'un rat est homogeneis6 dans 7 volumes de tampon (Tris 10 nM, EDTA 
1 nM, sucrose 250 nM, pH 7,4), et centrifuge (100 g, 10 min). Le supemageant est recueffi 
20 et le culot est resuspendu dans la solution tampon et centrifuge de nouveau. Le sumageant 
recueilli est m6lang£ au premier et I'ensemble est centrifug6 & 150 000 g pendant 75 min. Le 
culot final est resuspendu dans la solution tampon. 

Western- Blot : 

Les preparations membranaires (20-40*ig de prolines) sont disposees dans un gel SDS- 
25 PAGE (10 %). Aprfes migration, les proteines sont transferees sur une membrane de 
nitrocellulose. 

Les sites non sp^cifiques sont bloqu6s par de la serumalbumine bovine. La feu»e de 
nitrocellulose est incub6e avec les anticorps anti-Glut 4 (1/10feme), Iav6e puis incub6e avec 
de la proline A marquee & I'iode 125 l. 
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Apres autoradiographies les signaux radioacttfs sont decoup6s et leur radioactivrte est 
mesuree par un compteur Gamma. 



Resultats : Population de Glut 4 dans la fraction membranaire totale de muscle squelettique. 
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Un animal sans glande pineale, principal site de production de la m6latonine, presente done 
une diminution du nombre de transporteurs Glut 4 sur les membranes des cellules du 
muscle squelettique. 

Ce resultat signtficatif suggere que la melatonine a une action sur la population de 
transporteurs Glut 4 dans le muscle squelettique et, par voie de consequence, sur la 
regulation de la glyc^mie. 

La melatonine et les ligands m6latoninergiques sont done de bons candidats pour assurer le 
maintien de la concentration plasmatique en glucose et pourront foumir des medicaments 
interessants pour la pr6vention et le traitement du diabete et des complications diab6tiques. 



On sait 6galement que 

1 5 Les deux voies principles qui rggulent les apports et les depenses 6nerg6tiques, la voie 
nerveuse et la voie hormonale, sont interdependantes. 

Ainsi les noyaux suprachiasmatiques qui sont impliqu6s dans le contr&le nerveux du 
metabolisme 6nerg6tique via I'hypothalamus exercent ce contrdle par le systfcme nerveux 
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autonome sympathique et parasympathique, ce qui se tradurt par une modulation de la 
secretion hormonale (insuline et glucagon par le pancreas), une (iteration de 
catecholamines par les surrenales ainsi qu'une modulation des enzymes du m&abolisme 
energetique en particulier au niveau du foie et des tissus adipeux. (Yamamoto H. t Nagai K. 
5 et al. Biomedical Research. 1984, 5(1), pp 55-60). 



L'injection de 2-d6oxy-D-glucose, en provoquant une glucopenie au niveau central ayant 
pour consequence une hyperglycemic en peripheric (Nee a une augmentation du glucagon 
et des catecholamines et k une diminution de I'insuline ptasmatique) est Tun des modules 
pour reproduce le d^rfeglements du controle exerc6 par le systfeme nerveux sur le 
1 0 metabolisme 6nergetkjue (notamment sur Tinsulinosecretion) dans la pathologie du cfiab6te 
(Yamamoto H. ( Nagai K. et al. Endocrinology 1985, 117, pp 468-473). 

Des donnees cliniques confirment qu'il existe chez les diab6tiques un d6r$glement du 
controle exerc6 par le systfeme nerveux sur le metabolisme 6nerg6ttque (augmentation de 
I'activite sympathique, augmentation des catecholamines plasmatiques avec pour 
15 consequence une diminution de la liberation d'insuline. (Christensen N.J. Diabetologia 1979, 
16, pp 21 1-224). 



PROTOCOLE 



Des rats males WISTAR (250 - 300 g) maintenus en cycle 12/12 (lumiere 08 h - 20 h) k la 
temperature de 24 ± 1°C resoivent une injection de 2-deoxy-D-glucose (250 mg/kg LP). 
20 Chez les animaux traites 5 min auparavant par la melatonine (5 iig/kg LP) en solution, 
I'hyperglycemie provoqu6e par le 2-d6oxy-D-glucose est totalement inhib6e pendant les 2 
heures suivant Pinjection de melatonine. 

Effet de la melatonine sur I'hvDeralvcemie induite oar le 2-d6oxv-D-olucose (2-PG) 
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CONCLUSION : 

La melatonine et les ligands exercent done un effet hypoglycemias puissant et permettent 
done au clinicien d'agir contre une perturbation de la regulation centrale de la glyc6mie. 
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REVENDICATIONS 



1. Utilisation de la melatonine et des ligands melatoninergiques pour I'obtention de 
compositions pharmaceutiques destinees a la prevention et au traitement du diabete et des 
complications diabetiques. 

5 2. Utilisation selon la revendication 1 de la melatonine pour I'obtention de compositions 
pharmaceutiques destinies k la prevention et au traitement du diabete et des complications 
diabetiques. 

3. Utilisation selon la revendication 1 des figands melatoninergiques pour I'obtention de 
compositions pharmaceutiques destinees & la prevention et au traitement du diabete et des 

1 0 complications diabetiques. 

4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3 de la melatonine et des ligands 
melatoninergiques pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinies k la 
prevention et au traitement du diabete du type I. 

5. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 3 de la melatonine et des ligands 
15 melatoninergiques pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinees k la 

prevention et au traitement du diabete du type II. 

6. Utilisation selon I'une des revendications 1 a 3 de la melatonine et des ligands 
melatoninergiques pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinies k la 
prevention et au traitement des complications diabetiques. 

20 7. Utilisation de la m6latonine et des ligands melatoninergiques en association avec de 
I'insuline pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinies k la prevention et au 
traitement du diabete et des complications diabetiques. 

8. Utilisation de la melatonins et des ligands melatoninergiques en association avec des 
principes actifs antidiabetiques pour I'obtention de compositions pharmaceutiques destinees 
25 k la prevention et au traitement du diabete et des complications diabetiques. 
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9. Compositions pharmaceutiques contenant de la m6latonine ou un ou plusieurs 
ligands m6latoninergiques en association avec de I'insuline, combines avec un ou plusieurs 
excipients pharmaceutiquement acceptables. 

10. Compositions pharmaceutiques contenant de la melatonine ou un ou plusieurs 
ligands melatoninergiques en association avec un ou plusieurs principes acttfs 
antidiabetiques, combines avec un plusieurs excipients pharmaceutiquement acceptables. 
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